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Zaradék
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Ulésén fogadta el. Hatarozatszam: 40/2020/21. (111.26.) EOB hatarozat.
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szakdolgozat/diplomadolgozat titkositasi kérelmet 95. § (6) bekezdése alapjan 2023. majus 3-i Ulésén
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1 Bevezetés és celkituzeések

Az elmult évtizedekben lezajléo véltozasok, mint pl. a véarosiasodas, globalizacié vagy
turizmus fellendiilése atalakitotta a fogyasztdi elvarasokat, ennek kiszolgéaldsara pedig az
¢lelmiszeripar termékeit nagyobb kindlatban €s szélesebb valasztékban kezdte el arusitani, ami
egyre Osszetettebb és hosszabb ¢lelmiszerlancot eredményezett, és amit6él nagyobb lett a
kontaminacio esélye. Az éghajlatvaltozas kovetkeztében a levegd és a vizek homérséklete
emelkedik, a csapadék mennyisége valtozékony, ezen kiviil a szélsdséges iddjarasi jelenségek
is egyre gyakoribbak, amelyek szintén hozzajarulnak az 0j és meglévd élelmiszer eredetii
megbetegedések kockazatanak emelkedéséhez (WHO, 2024). Példaul Eurdpa nagy részén az
aflatoxint termelé Aspergillus penészgombafajt sokdig csak raktari penészként tartottak
szamon, mara azonban a globalis felmelegedés miatt a szant6foldon is megjelenik.

Elelmiszer eredetii megbetegedést okozhatnak fizikai, biologiai és kémiai eredetii
szennyezOk, utdbbiak kozé tartoznak a penészgombdk altal termelt masodlagos
anyagcseretermékek, in. mikotoxinok. Bar mara kozel 400 féle mikotoxint azonositottak, ezek
koziil csak néhany jelent veszélyt az emberre, és ezek kozé tartozik a patulin is. Patulin
leggyakrabban gylimolcsok feliileti sériilései kovetkeztében kialakuld gombas fertdzés soran
termelddik. Bar az IARC 3-as csoportba soroltak, szamos akut és kronikus egészségkarositd
hatdsa miatt szabalyozva van az élelmiszerekbdl kimutathaté maximalis mennyisége. A
2023/915/EK rendelet kimondja, hogy gylimélcslevek és erjesztett italok maximum 50 pg/kg,
szilard termékek (pl. kompot, piire) 25 pg/kg, kisgyermekeknek szant levek, szilard termékek
és bébiételek maximum 10 pg/kg mennyiségben tartalmazhatjak a patulint. Kimutatasara
tobbféle modszer alkalmazhatd, pl. immunoassay (ELISA), valos idejli kvantitativ polimeraz-
lancreakcid (qPCR) vagy géaz- és folyadékkromatografia (HPLC-UV, HPLC-MS/MS).

A folyadékkromatografids mérés esetében a mintaelokészitésnek nagy szerepe van, hiszen
igy extrahaljuk ki a mérendé komponenst a mintdbol és igy szabadulunk meg a mérést és
kiértékelést zavar6 komponensektdl. Ezek az elOkészitések javarészt oldoszeres folyadék-
folyadék vagy szilard-folyadék extrakciot, kiilonbozo tisztitasi 1épéseket, beparlast és
oldoszercserét jelentenek, melyek gyakran hosszadalmasak, koriilményesek, nagy az eszkoz-
¢és anyagigényiik. A QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) modszer
lényegében egy extrakcids, egy viztelenitési és egy tisztitasi [épést tartalmaz, mellyel gyorsabba
¢s egyszerlibbé valhat a mintael0készitési folyamat.

A dolgozat célja egy olyan modszer kidolgozéasa, mely QUEChERS mintael6készitést és

HPLC-MS/MS-sel torténd mérést alkalmaz patulin kvantitativ meghatarozasara kiilonb6zo



¢lelmiszermatrixokbdl. Az igény egy masik analitikai eljarasra tobb okra is visszavezethetd.
Egyrészt fliggetlen modszerek megléte mindig hasznos a szelektivitasba és pontossagba vetett
bizalom fenntartdsdhoz. Masrészt a rutinszeri mérések soran igény mutatkozik a hagyomanyos
(szerves olddszeres, oszlop tisztitast alkalmazo) modszerekhez képest egyszeriibb modszer
alkalmazaséra.
A dolgozattal kapcsolatos célokat az alabbiakban hatdroztam meg:
- A megfeleld eluensek és eluens-Osszetételek megtalalasa.
- A megfelel6 mérési modszer kikisérletezése.
- A megfelel6 kolonnatipus megtalalasa.
- Annak megéllapitasa, hogy a mérés alkalmas-e patulin kvantitativ mérésére kiilonb6z6
mintamatrixokbol.
- A mérés validalasadhoz sziikséges mérések €s szamitasok végrehajtasa.
- A kapott adatok értékelése olyan szempontbol, hogy megfelel-e a jogszabdlyi
kovetelményeknek.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Mikotoxinok szerepe az ¢lelmiszerbiztonsagban

A fonalas gombdk a természetben barhol el6fordulhatnak, mivel nagyon konnyen
alkalmazkodnak valtozatos kornyezeti koriilményekhez (pH, hémérséklet, paratartalom) (Gal
¢s mtsai.,, 2024). Eloszeretettel jelennek meg a mezdgazdasagi terményeken, akar a
szant6foldon, akar a betakaritast kovetd tarolds soran (Camara és mtsai., 2023; Gal és mtsai.,
2024; Shinde és mtsai., 2021). Fejlédésiik sordn masodlagos anyagcseretermékeket, un.
mikotoxinokat termelhetnek, melyek kis molekulatomegli vegyiiletek, ¢és mar kis
koncentracioban is toxikus hatassal birnak (Malachova és mitsai., 2014). A legfontosabb
toxintermeld gombak az Aspergillus, Penicillium, Alternaria és Fusarium fajok. Maig kozel
400 kilonb6z6 mikotoxint azonositottak, de ezek koziil csak az aflatoxinok, fumonizinek,
zearalenon, ochratoxin A és a patulin jelent veszélyt kiilonbozd allatfajokra és az emberre (Gal
¢és mtsai., 2024). Valtozatos kémiai szerkezetiik miatt eltérd toxicitassal rendelkeznek, akut és
kronikus megbetegedéseket is okozhatnak, valamint mas és mas szerveket, szervrendszereket
tdmadhatnak meg (Malachové és mtsai., 2014). Ugyanakkor meg kell emliteniink, hogy a
gomba jelenléte nem feltétleniil jelent toxinszennyezettséget, mivel a toxin termelddéséhez mas

koriilmények sziikségesek, mint a gomba fejlédéséhez (Gal és mtsai., 2024).

2.2 Patulin tulajdonsagai
2.2.1 Elofordulasa

A patulin egy mikotoxin, mely gyiimolcsok gombas fert6zddése soran keletkez6 masodlagos
metabolit, €s foleg a Byssochlamys, az Aspergillus és a Penicillium nemzetségekbe tartozo fajok
termelik (pl. 4. clavatus, A. giganteous, P. expansum, P. patulum, P. crustosum, B. nivea) (Gal
és mtsai., 2024; Notardonato és mtsai., 2021; Sadok és mtsai., 2019; Vaclavikova és mtsai.,
2015). Mig meleg ¢és nedves éghajlaton az Aspergillus fajok termelnek patulint, addig a
Penicillium fajok inkabb hidegebb kornyezetben (Gal és mtsai., 2024). A penészgombak 20-37
°C kozotti hémérséklet tartomanyban nodvekednek, a P expansum optimuma 25 °C, a
toxintermelés optimuma pedig 25,5 +/- 5,5 °C, de a gomba alacsonyabb hdmérsékleten is ttlél
(-3 — 10 °C), ahol a toxintermelés megtorténhet, csak lassabban, tehat a hdomérséklet
alma és almatermékek lehetnek szennyezettek, de kimutattdk mar egyéb gyiimolesdkben (pl.
cseresznyében, kortében, eperben, magdban, sargabarackban, szilvaban, sz616ben, bandnban

vagy paradicsomban), z6ldségekben, gabondkban ¢€s magvakban (Gal és mtsai., 2024; Marsol-
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Vall és mtsai., 2014; Sadok ¢és mtsai., 2019; Vaclavikova és mtsai., 2015). A betakaritas,
szallitas vagy tarolas sordn szerzett feliileti sériilésekben jelenik meg, innen hatol be a huisba és
fejlédik tovabb (Notardonato €s mtsai., 2021). Ritkabb estben a kocsanyon keresztiil is behatol
a gytimolcs belsejébe, a rothadas a husban torténik meg, mikdzben a héj ép marad, ezaltal nem
¢észrevehetd a szennyezettség a fogyasztdé szamdra (Notardonato és mtsai., 2021). A patulin
megjelenése fiigg a gyiimdlcs genotipusatol, mivel ez meghatdrozza a sebgyogyulasi
képességet és a fertdézésekkel szembeni ellenallosagot (Gal és mtsai., 2024). A Penicillium
expansum a leggyakoribb patulintermeld penész (Vidal és mtsai., 2019), a gyiimolcson eleinte
fehér foltok alakulnak ki, majd megjelennek a jellegzetes kékes-zoldes sziniti konidiumok ¢és a
gyliimolcs rothadasnak indul (Notardonato €s mtsai., 2021; Vaclavikova és mtsai., 2015). Ezek
a konidiumok tovabb terjedhetnek egyik terményrdl a masikra szél, viz vagy rovarok altal, mely
tovabbi fertdzddést eredményez a szant6foldon. Ez nem csak €lelmiszerbiztonsagi kokcéazatot
jelent, de komoly gazdasagi kart is (Gal és mtsai., 2024). A patulin kimutatasa a gylimolcsben
utal a nyersanyag betakaritds eldtti és utani technologiai gyakorlatok megfeleloségére
(Vaclavikova és mtsai., 2015). Betakaritas el6tt és alatt a j6 mezdgazdasagi gyakorlatok (GAP)
alkalmazaséaval csokkenthetjiik a gombas megfert6zddés esélyét és mikotoxin képzodést, igy
pl. a fak gondos metszése, bioldgiai védekezdszerekkel és fungicidekkel valo kezelés, a gondos
betakarités, a szaraz kornyezetben és alacsonyt homérsékleten valo tarolas (Kuptsova és mtsai.,
2022; Vaclavikova és mtsai., 2015), de hatékony védekezés tovabba a kalciumban vagy
foszforban gazdag tragya hasznalata vagy gombékkal szemben ellenalld novényfajtak
nemesitése (Babaali és mtsai., 2017). A betakaritast érett gylimoélcs esetében 18 oran beliil el
kell végezni, fontos a kornyezeti szennyezddések (pl. rovarok) és hulladékok eltavolitasa, a
szallitds és tarolas tiszta, szaraz ¢és hiitott kornyezetben kell, hogy torténjen, valamint
alkalmazhatoék gombadld szerek ¢€s antioxidansok is (Babaali és mtsai., 2017). A gyiimdlcs
rothadt részeinek eltavolitasa csokkentheti a késztermékben talalhato patulin mennyiségét, de
a toxin ugyanugy megtalalhat6 azokban a szomszédos szdveti részekben, melyek latszolag épek
(Gal és mtsai., 2024). A gomba inaktivaldsa vagy elpusztitisa nem eliminalja a patulint a
termékben, emellett a kiillonb6z6 feldolgozas- és gyartastechnologiai 1épések sem hatékonyak
a toxinkoncentracio csokkentésében, mivel kémiailag stabil, vizoldékony és honek ellenalld
vegyiiletrdl beszEliink (Gal és mtsai., 2024). A kiillonboz6 gylimolestermékek (pl. levek, piirék)
gyartasa soran a hokezelés (pl. pasztérozeés, koncentralds) nem csokkentik jelentés mértékben
2022; Sadok és mitsai., 2023). A Byssochlamys torzsek (B. fulva és B. nivea) ellenélloak az

feldolgozas soran alkalmazott hokezeléssel szemben, igy magaban a termékben (pl.

9



gyliimolcslé) okozhatnak romlast (Sadok és mtsai., 2019). A hokezelésnél hatékonyabb a mosas,
a szlrés (féleg az ultraszlirés), és az enzimes kezelés, tovabba a leghatékonyabbnak a
centrifugalas és az UV besugarzas bizonyult (Babaali ¢s mtsai., 2017; loi és mtsai., 2017; Vidal
¢s mtsai., 2019). Mivel az 4ltalanos gyartastechnolédgiai 1épések nem csokkentik a patulin
mezdgazdasagi gyakorlat (GAP) a betakaritas elott és a jo gyartasi gyakorlat (GMP) betartasa

a feldolgozas soran nagyon fontos (Babaali és mtsai., 2017; Kuptsova és mtsai., 2022).

2.2.2 Kémiai tulajdonsagai

A patulin (UIPAC név: 4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-on, CAS-szam: 149-29-1) egy
heterociklikus, telitetlen lakton, molaris tomege 154,12 g/mol, nem illékony, olvadaspontja 110
°C. Vizben, metanolban ¢és etanolban oldodik. Hoallo, 105-125 °C kozotti vizben és 3,5-5,5
kozotti pH-tartomanyban meglehetdsen stabil, ennél ligosabb pH-n viszont spontan lebomlik
(Notardonato és mtsai., 2021). Az almalében meglehetdsen ellendlld a savas kozeg és olyan
vegyiiletek jelenléte miatt, mint pl. az almasav, szerin és treonin (Babaali és mtsai., 2017). Erds
affinitassal rendelkezik szulthidrilcsoportokhoz (Sadok és mtsai., 2023). A szulfitok elésegitik
a lebomlasat, igy pl. gylimdlcsdkben a patulin reagél a szulthdidrilcsoportokkal, kiilonosen
glutation (GSH) molekulaban talalhaté -SH csoporttal. A reakcié eredményeképpen a patulin
inaktivalodik, a glutation koncentracid pedig csokken, ami miatt a sejtek oxidacids redukcios
egyensulya felborul, oxidativ stressz jon létre és a gylimolcs barnulasdhoz és gyorsabb

romlasahoz vezet (Notardonato és mtsai., 2021).

2.2.3 Egészségi kockazatai

A patulin ¢l6lényekre toxikus hatasu vegylilet, ugyanakkor antimikrobialis tulajdonsagai miatt
korabban antibiotikumként hasznaltdk (Sadok és mitsai., 2023). A Nemzetkozi Rakkutatod
Ugyndkség (IARC) altal 6sszeallitott veszélyességi kategoriak koziil a harmadik csoportba
soroltdk, mivel nem 4ll rendelkezésre elegendd bizonyiték allatkisérletekbdl és epidemiologiai
vizsgalatokbol a karcigogén hatés bizonyitasara (Sadok és mtsai., 2023). Ugyanakkor egereken
végzett allatkisérletekkel mar kimutattak rakkeltd hatasat és a WHO is genotoxikus
vegyliletként tartja szdmon (Kuptsova és mtsai., 2022; Notardonato €s mtsai., 2021). Az LD50
egerek esetében 25-55 mg/kg, baromfik esetében 170 mg/kg (Kuptsova és mtsai., 2022). Az
akut patulin mérgezés gyomor-bélrendszeri problémakat okoz, mint pl. hanyingert, hanyést, a
belekben fekélyeket, belsé vérzéseket, karositja a szerveket (pl. a majat, a veséket, az agyat)

valamint a bélbarriert €s a bélflora Gsszetételét (Kuptsova €s mtsai., 2022; Notardonato és
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mtsai., 2021; Sadok és mtsai., 2019; Vidal és mtsai., 2019). Tovabbi tiinetek lehetnek gorcsok,
tiidévizenyd, nyugtalansag, légszomj, 6déma, puffadas, hiperémia, veseelégtelenség (Babaali
¢s mtsai., 2017; Gal és mtsai., 2024). A krénikus expozicidé hepatotoxikus, kardiotoxikus,
neurotoxikus, immunotoxikus, genotoxikus, teratogén és karcinogén hatdsu (Notardonato és
mtsai., 2021; Sadok és mtsai., 2023; Vidal és mtsai., 2019). A patulin oxidativ kdrosodast okoz
a DNS-ben, mely a bazisszekvencidk véletlenszeri moédosuldsdhoz (mutagenezis) és rak (pl.
nyeldcso-, bélrak) kialakuldsdhoz vezet (Camara és mtsai., 2023; Vidal és mtsai., 2019). A
patulin elsésorban a plazmamembranra fejt ki toxikus hatast, illetve gatld hatassal van szamos
enzimre (ATPaz, lizoszomalis enzimek, RNS-polimeréz, stb.) a szulthidril csoportokhoz valo
affinitasa miatt (Babaali és mtsai., 2017; Notardonato és mtsai., 2021; Vidal és mtsai., 2019). A
toxicitas molekularis mechanizmusaval kapcsolatos kutatdsok féleg a patulin magas
reaktivitdsat emelik ki nukleofil molekulakkal, igy a fehérjék szulthidrilcsoportjaival és a
glutationnal, az azt kovetd DNS karosodast, vagy a fehérjeexpresszid szabalyozasi zavarat
(Sadok és mtsai., 2019). Kiilonb6z6 mikotoxinok egyiittes eléforduldsa fokozhatjak egymas
toxikus hatasat, igy patulin esetében mar kis koncentracié is karos lehet, ha pl.
szterigmatocisztin vagy beauvericin tarsul mellé (Sadok és mtsai., 2019). Az italokbol szarmazo
patulin toxikusabb, mint a szildrd ételekbdl bevitt, mivel utobbiak lassitjdk a felszivodasat
(Babaali és mtsai., 2017). A felszivodasra vonatkozoan kevés informacio all rendelkezésre, az
in vitro megfigyelések alapjan a bioldgiai hozzaférhetdség magasnak mondhato, kiilondsen
oralis iton (87%) és a gyomorban (82%), kdvetkezésképpen nagy része felszivodik (Vidal és
mtsai., 2019). A patulin kisgyermekek szdmara kiilondsen veszélyes a felndttekhez képest
alacsonyabb testsuly ¢és fiziologiai kiillonbségek miatt, épp ezért a csecsemOknek szant
termékekben 6tszor kevesebb a megengedett koncentracio, mint pl. az almalében (Gal és mtsai.,

2024).

2.3 Patulin meghatarozasanak analitikai modszerei

A fogyasztok biztonsaga és egészsége érdekében sziikségessé valt egy érzékeny, szelektiv és
megbizhatd analitikai modszer alkalmazdsa patulin meghatarozésara. Szamos analitikai
modszer keriilt kidolgozasra patulin mennyiségi meghatarozasara (féleg almatermékekben), igy
pl. vékonyréteg kromatografia, gazkromatografia-tomegspektrometria, vagy
folyadékkromatografia kiilonboz6 detektalasi modszerekkel (UV-abszorpcio,
tomegspektrometria). Az elmult évek tapasztalatai azonban azt mutatjdk, hogy a patulin
szennyezddések mérésekor nem korlatozédhatunk csak alma alapti termékekre, hanem mas

gyimolcsoket (pl. erdsen pigmentalt gyiimolcsok) és beldliik késziilt komplex
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¢lelmiszermatrixokat (lekvarok, szaritmanyok) is vizsgalni kell, melyek kihivast jelentenek az
analitikusoknak a mennyiségi elemzés tekintetében a matrixbol ad6do alacsony érzékenység

miatt.

2.3.1 Hagyomanyos mddszerek

Az immunoassay (immunproba) vizsgalatok, mint pl. az ELISA vagy LFIA gyors és
megbizhatd mérési moddszerek, ezért kedveltek az élelmiszeriparban. A kromatografias
technikakhoz képest egyszeriibb, gyorsabb, koltséghatékonyabb, ezen kiviil szdmos minta
egyidejileg mérhetd €s nem igényel nagy mintamennyiséget. Az ELISA modszerek alapja az
antigén-antitest reakcio, mely soran az antigén és a hozza specifikus antitest kotédése enzim
hozzaadésa utan, altaldban szinvaltozas kiséretében kimutathat6 és spektrofotometrias méréssel
az eredmény szamszerlsithetd. Hatranya az, hogy a szinte azonos kémiai szerkezetii vegyiiletek
nem a megfeleld antitestekhez kotddhetnek, €s igy koncentraciot ala- vagy tlbecsiiljiik (Gal és
mtsai., 2024).

A Dbioszenzorok szintén alkalmasak toxinok kimutatdsira kiilonbozd élelmiszer
matrixokbol. A bioszenzorok olyan méréeszkdzok, melyeknél bioldgiai anyagok (pl. enzimek,
DNS, antitestek) Iépnek reakcidba az analittal, ezt a bioldgiai reakciot pedig egy atalakito
elektromos jell¢ alakitja (Gal és mtsai., 2024).

Hagyomanyos moddszerek kozé tartozik még a valds idejii kvantitativ polimeraz-
lancreakciéo (qQPCR), mely egy DNS alapu technika. A PCR késziilékben a vizsgalni kivant
DNS-t ciklusokon keresztiil amplifikaljak, a reakcioban fluoreszcens festéket alkalmazunk,
amelynek intenzitasa a DNS mennyiségével aranyosan valtozik és ezt mérjiik. Elénye, hogy
nagyon érzékeny és specifikus technika, hatranya, hogy szakértéi elemzést igényel és a fals
pozitiv vagy negativ eredményeket csak primerekkel lehet megkiilonboztetni (Gal és mitsai.,

2024).

2.3.2 Kromatografias technikak

A patulin toxicitdsa és az élelmiszerekre vonatkozd hatarértékek miatt sziikség van
olyan mérési modszerekre, melyek alacsony kimutatasi €s kvalifikalasi hatarral rendelkeznek
(Sadok ¢és mtsai., 2023). Az elmult évtizedben a kutaték szdmos kromatografias technikat
fejlesztettek ki a patulin kimutatasara, igy pl. gazkromatografia (GC), folyadékkromatografia
(HPLC) diddasoros (DAD), vagy ultraibolya (UV) detektaldssal (Shinde és mtsai., 2021;
Vaclavikova €s mtsai., 2015). A patulin elemzésében a GC-s mddszerek nem elterjedtek, mivel
a mikotoxinok nem illékonyak, ezért a mintaelOkészités sordn szarmazékképzést kell

alkalmazni. Cunha és munkatérsai (Cunha és mtsai., 2009) egy megbizhato GC-MS modszert
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validaltak patulin mennyiségi meghatarozasara almaban ¢és birsalmaban, valamint
almatermékekben (almalé, almalekvar, cider, bébiétel, birslekvar). A homogenizalt mintat etil-
acetat ¢és hexan elegyével extrahdltdk, majd az extraktumot N,O-bis-trimetilszilil-
trifluoracetamid (BSTFA) és 1% trimetilklor-szilan (TMCS) segitségével szarmazékoltak. A
veszteségek és matrixhatasok kompenzalasara '’C-izotopjelzett patulint hasznaltak belsd
standardként. A mddszer LOD és LOQ értékei 0,4 és 1,6 pg/kg alma esetében. A 8-50 ng/kg
kozotti szinteken adalékolt mintak visszanyerései alma esetében 71-89% lett. A mérések
ismételhetdsége (relativ szorasként, RSD) kisebb, mint 16%.

Legnépszerilibb modszer a folyadékkromatografia (HPLC) (Gal és mtsai., 2024), mely
esetében a mintael6készitési modszerek alapelve ugyanaz; etil-acetattal végzett extrakciora
épiil, amelyet natrium-karbonatos tisztitas kovet, majd forditott fazisu HPLC-n valasztjak el
276 nm-en UV-val detektaljak (Desmarchelier €s mtsai., 2011). A patulin analizisben problémat
jelent az extraktum tisztitdsa és a miiszeres detektalds érzékenysége, ezért mintael6készités
soran fontos az UV/VIS abszorbeal6, zavard matrixkomponensek eltavolitasa (Vaclavikova és
mtsai., 2015). Hatranya, hogy koriilményes, a natrium-karbonatos tisztitds megndveli az
extraktum pH-értékét (ahol instabil a patulin, és emiatt a visszanyerés csokkenhet), valamint az
UV-detektalasnak gyenge a szelektivitisa, ami miatt az alapvetéen is bonyolult
mintaelokészitésben sok esetben SPE oszlopos tisztitast is alkalmaznak (Desmarchelier és
mtsai., 2011). A HPLC-UV moddszereknél problémat okoz, hogy a patulin és a fenolos
vegyiiletek, valamint az 5-hidroxi-metil-furfural (5-HMF) UV elnyelése nagy és hasonlo a
retencids idejiik szamos kromatografias koriilmény kozott, ezért hajlamosak atfedd csticsokat
képezni (Desmarchelier és mtsai., 2011; Notardonato és mtsai., 2021). Gaspar és Lucena
(Gaspar & Lucena, 2009) egy HPLC-DAD modszer fejlesztettek ki patulin és furfuralok (5-
HMEF, 5-MF, 2-F) egyidejii meghatarozasara kiilonb6z6 élelmiszermatrixokban (penészes alma,
almalé, méz, cukrok, karamell, balzsamecet, taplalékkiegészitok). Az elvalasztashoz C18-as
oszlopot hasznaltak. A moddszer alacsony kimutatdsi és kvantifikaldsi hatarral dolgozik
(patulinnal ez 0,09 és 0,26 pg/L, mig 5-HMF-nél 0,06 ¢s 0,19 pg/L), visszanyerés almalé
esetében patulinra 91-94%, furfuralokndl az erds matrixhatds miatt 6-109%, az RSD pedig 6-
15%. A patulin és a furfuralok legmegfelelobb elvalasztasat a savanyitott (pH ~ 3) mobil
fazissal, gradiens elucioval és a 15 °C-os kolonnahémérséklettel érték el.

A kutatok arra a meghatdrozasra jutottak, hogy az UV vagy DAD alapi mddszerek
érzékenysége gyenge ¢€s szelektivitasa korlatozott, kiilondsen alacsony koncentraciok esetén
(Shinde ¢és mtsai.,, 2021). Hatékonyabb technika, ha a nagy hatékonysagu

folyadékkromatograthoz  vagy  géazkromatograthoz  tomegspektrométert kapcsolunk
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detektorként (HPLC-MS/MS vagy GC-MS), mellyel jobb érzékenységet és specifikussagot
érhetiink el, emellett kisebb az olddszerfogyasztasa (Shinde és mtsai., 2021). Bar a multi-
mikotoxin moddszerek esetén az LC-MS/MS kivalo érzékenységet és szelektivitast biztosit
kiilonb6z6é mintamatrixokban, a patulin altaldban nem szerepel a célkomponensek kozott, vagy
csak a szabdlyozdsi szinteknél magasabb koncentrdcioban mérhetd, igy pl. a
csecsemotapszerekre vonatkozd jogszabalyi hatarértéknek megfelelé koncentraciok nem
mérhetdk (Sadok €s mtsai., 2023), illetve ezek a mddszerek altaldban gabonafélékre vagy olajos
magvakra vannak validalva, amely matrixok esetében ritka a patulin el6fordulasa (Vaclavikova
¢és mtsai., 2015). A patulin mérése specialis LC-MS/MS feltételeket igényel, ami alacsony
visszanyeréshez €s alacsony érzékenységli méréshez vezet. Nagy probléma a patulin gyenge
ionizacidja mind elektrospray (ESI), mint atmoszférikus nyomast kémiai ionizacios (APCI)
koriilmények kozott, ami alacsony érzékenységet eredményez. Detektalasa pozitiv elektrospray
ionizacios modban (ESI+) méginkabb kihivast jelent (Sadok és mtsai., 2023). A matrixhatasok
miatt jelentds ionelnyomas figyelheté meg, valamint erdsen befolyasoljak az LC-MS/MS
modszerek pontossagat, precizitasat €s kimutatasi hatarat (Sadok és mtsai., 2023). Tovabbi
probléma, hogy a patulin magas polaritdsa miatt retencids ideje nagyon alacsony, igy a forditott
fazisu LC rendszerbdl egyidejlileg elualodik a tobbi polaros matrixkomponenssel, ami jelentds

jelszupressziot eredményez (Vaclavikova és mtsai., 2015).

2.3.3 MintaelOkészités
2.3.3.1 Hagyomanyos modszerek

A gylimolecsok magas cukortartalommal rendelkeznek (szachar6z, glikoéz, fruktdz, xildz),
gazdagok szerves savakban (citromsav, fumarsav, borkdsav), valamint flavonoidokat és egyéb
polifenol jellegli alkotdkat tartalmaznak (féleg a bogyos gylimdlesok), zsir- €s fehérjetartalmuk
viszont altalaban alacsony (Sadok ¢és mtsai., 2019). A gylimodlcs- €és zoldségmatrixok
komplexitdsa nagyban befolydsolja a patulin analitikai meghatarozasat, pl. zavarja az
elvalasztast, csokkenti a visszanyerést és MS detektalas esetén az ionizacid hatékonysagat
(Sadok ¢és mitsai.,, 2019). Ezen interferencidk csokkentésére kiilonb6zo mintaeldkészitési
modszerek allnak rendelkezésre. Bar folyékony matrixok esetében elterjedt a modszer az etil-
acetattal végzett folyadék-folyadék extrakcié (LLE), hatranya, hogy iddigényes, nagy a szerves
oldoszer igénye, €s jelentds a matrixhatés (gyakoriak a zavard komponensek a kromatografias
elemzés soran, pl. magas pigmenttartalom miatt) kiilondsen tobbszdri extrakeid esetén (Sadok
¢s mtsai., 2019). A pigmenttartalom extrakcidja fligg a pigment tipusatol, a gyltimolcs pH-jatol

(minél alacsonyabb, anndl jobb) és az oldoszertdl; Sadok és munkatarsai (2019) kiilonb6zd
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pigmenttartalmt gyltimolcsok extrakcidjaval kisérleteztek, és azt talaltak, hogy a karotionoidok
(pl. sargabarack, mango, grapefruit) konnyebben oldddnak etil-acetatban, mig az antocianinok
(pl. szeder, ribizli, kékszdl6) inkabb acetonitrilben (utébbi a QUEChERS mintaeldkészités
altalanos olddszere). A gylimolesok elsddleges sejtfala foként pektinbdl all, melyet az
¢lelmiszeripar zselésitdanyagként, siiritdanyagként és stabilizatorként hasznal fel (Notardonato
¢s mtsai., 2021). Sziiretlen levek és szilard almatermékek esetén gyakori 1épés a pektin
kromatografis analizis el6tti enzimatikus hidrolizise, mely javitja a minta tisztasagat és patulin
visszanyerését, mivel felszakitja a toxin és a gyiimolcsrostokban 1€vé fehérjék kozott fennallo
kotéseket (Notardonato €s mtsai., 2021; Sadok és mtsai., 2019). A hidrolizis pektindz enzim ¢€s
esetekben amildz enzim segitségével valosul meg (Notardonato és mtsai., 2021; Sadok ¢és
mtsai., 2019). Az Association of Official Analytical Chemists (AOAC) hivatalos modszere
almalé esetében a patulin kinyerésére etil-acetatos folyadék-folyadék extrakcidt, majd natrium-
karbonatos tisztitast é&s HPLC-UV-s detektalast ajanl. Mivel a patulin lagos kdrnyezetben nem
stabil, a natrium-karbonat miatti pH emelkedés elkeriilése érdekében natrium-szulfat vagy
natrium-hidrogén-karbonat is szolgalhat alternativaként (Notardonato €s mtsai., 2021; Sadok és
mtsai., 2019). A folyadék-folyadék extrakcio (LLE) hatranya a nagy oldoszerfogyasztas és a
hosszi mintaeldkészitési id6 (Notardonato €s mtsai., 2021). A hagyomanyos LLE helyett jo
alternativa az ultrahangos technika, ami hatékonyan segiti az extrakcidt a nem elegyedo,
mintabol szarmazo vizes fazis és a szerves olddszer kozott, tobb minta egyideji extrahalasat
teszi lehetdvé kevesebb minta- és oldészermennyiség mellett (Sadok €s mtsai., 2019). A szilard
fazisu extrakcio (SPE) alkalmazasa lehetdvé teszi a célmolekula izolalasat, koncentralasat vagy
tisztitasat (Notardonato és mtsai., 2021). A (folyékony) mintdt dnmagaban vagy olddszeres
extrakciot kovetden az SPE oszlopra juttatjuk, ahol a mintaban 1évdé komponensek a szilard
fazishoz valo affinitasuk alapjan elvalasztédnak (Notardonato és mtsai., 2021). Mivel a patulin
savas pH-n stabil, érdemes a mintaeldkészitési folyamat egyes lépéseiben a pH-t ennek
megfeleléen ellendrizni és bedllitani, igy pl. az extrahalasnal és a tisztitdsi 1épés utan
(Notardonato €s mtsai., 2021). Sadok és munkatarsai (2018) kimutattak, hogy 1% v/v ecetsavat
tartalmazd acetonitrillel torténd extrahalads epermintdknal jobb visszanyerést eredményezett,
mint tiszta acetonitril esetében. Ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak Valle-Algarra és
munkatarsai (Valle-Algarra és mtsai., 2009) almatermékek esetében, mikor NaH>POjs-ot adtak
etil-acetat-hexan 94:6 v/v elegyéhez. Ennek a magyarazata az, hogy a savanyitott oldat
megbontja a toxin és mas komponensek (pl. fehérjék és cukrok) kozotti kolcsonhatasokat,
ugyanakkor az alacsonyabb pH-val rendelkezé minték extraktumaiban tobb zavaré komponens

is atkertil (Sadok és mtsai., 2019). A pH a tisztitasi 1épésekben is megndhet, pl. QUEChERS
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esetén PSA tisztitds sordn vagy LLE esetén Na,COs3 hasznalat esetén, ebben az esetben a pH-t
jégecettel 4-re allitjak be. Ezen kiviil a mobil fazis ecetsavas savanyitdsa is gyakori. Egyes

modszerek az extrahalas és tisztitas utan a szerves fazist elparologtatjak.

2.3.3.2 QuEChERS
A QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) mintaeldkészitési modszer

egyik gyakran hasznalt ,,standard” verzidja soran 10 g homogenizalt mintat 10 ml acetonitrillel
extrahdlunk, majd egy sokeveréket adunk hozza (4 g vizmentes magnézium-szulfat és 1 g
natrium-klorid), ezt kovetden 1 ml-t tovabb tisztitunk diszperziv szilard fazist extrakcidval
(dSPE) 150 mg vizmentes magnézium-szulfat és 25 mg PSA (Primary secondary amine)
szorbens segitségével. A PSA szorbens a polaros matrixkomponenseket, igy pl. szerves savakat,
pigmenteket ¢€s cukrokat, a szénalapt szorbens (GCB, Graphitized Carbon Black)
karotinoidokat, klorofillt és szterolokat, a C18 pedig a zsirokat és viaszokat tavolitja el
hatékonyan. A dSPE elénye a hagyomdnyos SPE-hez képest, hogy nincs sziikség
kondicionalasra vagy eludlasra és nem igényel tovabbi eszkozoket, mint pl. a vakuumpumpa,
SPE kad, stb. Az eredeti modszert azdta sokféleképpen modositottak, optimalizaltak.
Acetonitril helyett metanol (Vaclavikova ¢és mtsai.,, 2015), viz és acetonitril keveréke
(Desmarchelier és mtsai., 2011), vagy ecetsavval savanyitott acetonitril (Sadok és mtsai., 2018)
is hasznalhaté a patulin extrakciojdhoz. A magnézium-szulfat és natrium-klorid mellé adott
puffersok (pl. natrium-citrat) jobb tisztitast, pH szabdlyozast €és visszanyerést eredményeznek
(Marsol-Vall és mtsai., 2014; Sadok és mtsai., 2019). A QUEChERS moédszer egyik hétranya,
hogy tobb 1épéses modszer révén megnd a veszteség, mely kompenzalasara belsé standard-et
adagolhatunk a mintaelOkészités elején. Marsol-Vall és munkatarsai UHPLC-PDA modszert
fejlesztettek modositott QuEChERS mintaelkészitéssel, mely esetben natrium-citrat
hozzdadasaval javitottak a tisztitds hatékonysagén. A kovetkezd matrixokkal dolgoztak:
szliretlen almalé, almapiiré, almas joghurt, almés sor és cider. A eluensnek 0,1% ecetsavat
tartalmazo vizet, B eluensnek 0,1% ecetsavat tartalmazo acetonitrilt hasznaltak, és C18-as
kolonna LOD < 0,4 ng/g és LOQ és < 2 ng/g, a visszanyerések 78,4 és 94,7% kozottiek, RSD-
k 3,8 és 10,4 %.
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2.4 Analitikai modszerek validalasa

A validalas célja zoldség- €és gyiimolcstermékek patulin tartalmanak meghatarozasara hasznalt

QuEChERS mintael6készitési és HPLC-MS/MS mérési mdodszer megfeleldségének igazolésa.

2.4.1 Kovetelmények

Az ¢élelmiszerekben el6forduld szennyezd anyagok megengedett legmagasabb szintjét a

2023/915-6s Eurdpai Unids rendelet rogziti. A patulinra vonatkoz¢ hatarértékeket kiilonbozo

mintamatrixokra a kovetkez6 tablazat foglalja magaban (1.tablazat).

1.tablazat: A patulinra vonatkoz6 hatarértékek
Forrés: Eurépai Uni6 2023/915 rendelete (2023)

Mintamatrix

Fels6 hatarérték (ng/kg)

Megjegyzések

Gytlimolcslevek,
stiritménybdl késziilt, ill.

stiritett gyiimolcslevek,

50

A stritett gytimolcslé
esetében a felsd hatarérték

az elkészitett gyiimdlcslére

gyiimolcsnektarok vonatkozik.

Szeszes italok, almabor, 50

almabol késziilt vagy

almalevet tartalmazé egyéb

erjesztett italok

Szilard almatermékek (végsé | 25 Ide tartozik az almakompot

fogyasztasra szant) ¢s almapiiré is.

Csecsemok ¢és kisgyermekek | 10 Ide tartozik az almakompot

szamara készitett almalé és ¢és almapiiré is.

szilard almabol késziilt A fels6 hatarérték a

termékek fogyasztasra kész vagy a
gyarto utasitasai szerint
elkészitett termékekre
vonatkozik.

Bébiételek 10 A fels6 hatarérték a

fogyasztasra kész vagy a
gyarto utasitdsai szerint
elkészitett termékekre

vonatkozik.
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Az Europai Uni6 401/2006/EK rendelete az élelmiszerek mikotoxintartalmanak hatdsagi
ellendrzéséhez hasznalandd mintavételi és elemzési modszerek megallapitasat irja le. Altaldnos
kovetelményként meghatdrozza, hogy az élelmiszerek ellenérzésére hasznalt analitikai
modszereknek a 882/2004/EK rendelet III. mellékletének 1. és 2. tételben foglalt

rendelkezéseknek kell megfelelniiik. Ezek a rendelkezések a kovetkezok:

1. Az analitikai mddszereket a kovetkezd kritériumok alapjan kell jellemezni:
a) pontossag
b) alkalmazhatosag (kozeg és koncentraciotartomany)
¢) kimutatasi hatar
d) meghatéarozasi hatar
e) precizitas
f) ismételhetOség
g) reprodukalhatosag
h) visszanyerés
1) szelektivitas
j) érzékenység
k) linearitas
1) mérési bizonytalansag
m) egyéb valaszthatd kritériumok
2. Anprecizitasi értékeket nemzetkozileg elismert vizsgalati tervekkel 6sszhangban végzett
korvizsgalattal vagy a teljesitménykritériumok teljesiilését vizsgalo tesztek alapjan
allapitjdk meg. A korvizsgalat eredményeit szabadon hozzaférhetévé kell tenni. Az
ismételhetdségi és reprodukalhatdsagi értékeket nemzetkozileg elismert formaban kell

kifejezni.

A rendelet leirja, hogy az élelmiszerek mikotoxintartalmanak meghatarozasdhoz nincs konkrét
modszer eldirva, barmilyen mddszer valaszthatd, ha az megfelel a feltlintetett alkalmassagi

kritériumoknak, melyek patulin esetében a kovetkezok (2.tablazat):
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2.tablazat: A patulintartalom meghatarozasi modszer kritériumai

Forras: Eurdpai Uni6 401/2006/EK rendelete

Mennyiség (ng/kg) RSD: (%) RSDr (%) Visszanyerés (%)
<20 <30 <40 50-120
20-50 <20 <30 70-105
> 50 <15 <25 75-105
ahol:
r Megismételhetéség (ismételhetéségi hatar): az az érték, amelynél a

Sr

RSD,

SR

RSDr

megismételhetdségi koriilmények kozott (ugyanazon minta, kezeldszemély,
berendezés és laboratérium, valamint a két vizsgalat kozott rovid eltelt 1d6)
végzett két kiilon vizsgalati eredmény kozotti abszolut kiilonbség varhatdan
kisebb lesz (jellemzden 95%-os valdsziniliséggel, igy r = 2,8 X s,.)

Szoras: a megismételhetdségi koriilmények kozott kapott eredményekbdl kell
szadmitani.
Relativ  széras: a megismételhetdségi

koriilmények  kozott  kapott

eredményekbdl kell szamitani:

(SE) x 100

Reprodukalhatésag: az az érték, amelynél a reprodukalhatosagi koriilmények
kozott (kiilonbozé laboratoriumokban dolgozd kezelészemélyek altal azonos
anyagon, standard vizsgalati mddszerrel) végzett két kiilon vizsgalati eredmény
kozotti  abszolut kiilonbség varhatéoan kisebb lesz (jellemzéen 95%-o0s
valoszinliséggel, igy R = 2,8 X sp)

Széras: a reprodukélhatdsagi koriilmények kozott kapott eredményekbdl kell
szadmitani.

Relativ szoras: a reprodukalhatosagi koriilmények kozott kapott eredményekbdl

kell kiszamitani:

(575) % 100
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2.4.2 Vizsgalt paraméterek

2.4.2.1 Specifikussag
A cél annak az igazolasa, hogy a mintael6készitéshez és méréshez hasznalt eszkozok e€s

vegyszerek egyike sem tartalmaz olyan szennyezést, ami az analittal egy retencios idében jon
le és igy a mintak kiértékelését zavarja. Az ellendrzéshez modszervakot és also mérési hataron
adalékolt mintat mériink (az analit specifikus MRM dtmenetein), majd Osszehasonlitjuk a

kromatogramokat.

2.4.2.2  Also méréshatar, jel/zaj arany

A cél annak igazolasa, hogy a tervezett als6 méréshataron az analit csucsa megfelelen
kiemelkedik a zajbol, vagyis a jel/zaj arany megfelel. Ehhez az alsd6 méréshataron adalékolt
minta csucsmagassagat el kell osztanunk a zajszinttel, ami akkor fogadhato el, ha nagyobb,

mint 10.

2.4.2.3 Linearitds

A cél annak az igazolasa, hogy az adott mérdmiiszeren keletkezd jel és az azt kivalté mérendd
komponens koncentracidja kozott linearis fiiggvénykapcsolat all fenn. Ehhez standard oldatbol
kalibraciosort higitunk, mérjiik és a kromatogramokat kiintegrajuk, a koncentraciok
fliggvényében abrazoljuk a teriileteket, majd egyenest illesztiink a kapott pontokra és megadjuk

a determindcios egylitthatot (R?).

2.4.2.4 Visszanyerés

A visszanyerés szamitasahoz a mért koncentraciokat hasonlitjuk a névleges koncentraciokkal.
Ennek meghatdrozdsara a patulin mentes mintdkat 5 parhuzamosban készitjiik eld, majd
megkozelitdleg 5 ¢és 20 pg/kg szinten adalékoljuk (a tervezett alsé méréshataron és annak
négyszeresén. Az elvart visszanyerés (kisebb, mint 20 pg/kg koncentracié esetében) minimum

50%, maximum 120%.

2.4.2.5 Ismételhetoség

Az ismételhetoséget azonos modszerrel, egy adott laboratoriumban, ugyanazon analitikus,
ugyanazon a késziiléken kapott mérési eredményeinek Osszehasonlitasaval vizsgaljuk. A
megkozelitdleg 5 és 20 ng/kg szinten adalékolt, 5-5 db parhuzamos eredménybdl relativ szorast
szamolunk (RSD;%), melybdl kovetkeztethetiink az ismételhetdségre. Az Eurdpai Unid
401/2006/EK rendelete szerint patulin esetében 20 pg/kg alatti szinten az elvart relativ szoras

(RSDy) < 30%.
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3 Anyagok ¢s modszerek

A mintael6készités soran felhasznalt anyagok: 4000 mg MgSO4 és 1000 mg NaCl-ot
tartalmazd QUEChERS sokeverékes tasakok (United Chemical Technologies), illetve 150 mg
MgS0O4, 50 mg PSA, 50 mg C18 és 7,5 mg GCB tartalmi 2 ml-es QuEChERS dSPE
centrifugacsovek (United Chemical Technologies). A mintaeldkészitéshez, illetve az elicidhoz
felhasznalt vegyszerek a kovetkezdk voltak: patulin szilard standard (Sigma-Aldrich),
acetonitril (PanReac AppliChem), LC-MS mindségli metanol (PanReac AppliChem), viz
(Merck Milli-Q viztisztitdé rendszerbdl, 0,22 pm-es szlir6n sziirt), 100%-os jégecet (Merck,
Supelco). A vizsgalt mintamatrixok a kovetkezOk voltak: 100%-os sziirt €s sziiretlen almalé¢,
almavel6, almaalapu bébiétel, birslekvar, szaritott almadarabok, stiritett paradicsom, almas pite,
gesztenyepiiré. A mintaeldkészités soran felhasznélt eszkozok: centrifugacsd, taramérleg
(Mettler Toledo), diszpenzer, automata pipetta (Brand), folyadékfecskendé (Hamilton), vortex
(Scientific Industries), centrifuga (Hermle), autosampler vial, fecskenddsziiro.

A kromatografidhoz alkalmazott berendezések egy Agilent 1200 HPLC és egy 6410-es
harmas kvadrup6l tomegspektrométer ESI ionforrassal, A felhasznalt kolonnadk egy Avantor
ACE Excel fenilezett C18, 150 x 4,6 mm-es, és egy HALO 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm-es. A
miuszerek irdnyitasara és az adatok kiértékelésére az Agilent MassHunter Workstation 10.1
szoftvert alkalmaztam.

A mintael6készitéshez igyekeztem az utobbi évek tapasztalatai alapjan minél tobbféle
mintatipust dsszevalogatni. A mérésekhez a kovetkezd mintdkat hasznaltam: 100%-o0s szirt
almalé, gesztenyepiiré, szaritott alma, paradicsompiiré, almas-bananos bébiétel, almas pite. A
mintakat szupermarketbdl, illetve gyorsétterembdl szereztem be. A darabos mintdkat Retsch
Grindomix GM 200-as késes daradlon homogenizaltam. A mintdk el6készitéséhez a
homogenizalt mintabol bemértem 10 g-ot (szaraz, illetve feltételezhetden nagy matrixhatast
okozd mintakbdl csak 5 g-ot) egy 50 ml-es centrifugacsébe. A szarazabb mintdkhoz
(gesztenyepliré, szaritott alma, almas pite) annyi Type 1. vizet adtam (+ 5-10 ml), hogy az
extrakcid megfeleld legyen. Készitettem eld addicionalt mintdkat is, amelyek elkészitését az
alabbi tablazat foglalja magaban (3. tdblazat). Az addiciondlashoz haszndlnom kellett egy
toményebb és egy higabb, 19,6 pug/ml-es és 196 ng/ml-es patulin standard oldatot is, mivel

egyes szintek eléréséhez a higabbol nagyon nagy térfogatot kellett volna hasznélni.
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3.tablazat: A mintdkra vonatkoz6 addicids szintek és oldattérfogatok

Spike szint C
Vit Bemérés sl Addicionalés [pl]
[g] L I 196 ng/ml | 19,6 pg/ml

mo. mo.
almalé 10 5 50 250 25
gesztenyepiiré 5 5 50 125 12,5
szaritott alma 5 10 250 -
paradicsompliré 10 10 500 -
bébiétel 10 10 500 -
almads pite 5 10 250 -

A mintdkhoz hozzaadtam 10 ml 0,1% ecetsavat tartalmazd acetonitrilt mérdhenger
segitségével, majd ezt kovetden a 4000 mg MgSO4-ot és 1000 mg NaCl-ot tartalmazo
keveréket. Osszeraztam koriilbeliil 1 percig, majd 5 perc alatt lecentrifugaltam 4500 rpm
fordulatszamon. A tiszt4jabol 1 ml-t atpipettaztam a 150 mg MgSO4, 50 mg PSA, 50 mg C18
¢s 7,5 mg GCB tartalmi 2 ml-es dSPE centrifugacsébe. 30 mp-ig vortexeltem, majd
ultracentrifugaltam 13000 rpm-es fordulatszdmon. A tisztajabol 200 pl-t sziikitét tartalmazo
autosampler fiolaba adagoltam.

A kalibracios pontok egy 196 ng/ml-es munkaoldat és 0,1% ecetsavas acetonitril
felhasznalasaval késziiltek el, hogy illeszkedjen a mintak 0sszetételéhez, elkészitését pedig az
alabbi, tablazat foglalja magéban (4. tablazat). A kalibracié megtervezésénél szempont volt,
hogy a tervezett kvantifikalasi hatar, (LOQ=5 pg/kg) alatt legyiink két ponttal, illetve javasolt

crer

os hatarérték koriili értékek is beleessenek a kalibracios egyenesbe.

4. tablazat: A kalibracio Osszeallitasa

' Konc Bemérés [pl]
Szint T /mi] 39,2 ng/ml | 196 ng/ml 0,1%

mo. mo. ecetsav/ACN
k1 1,23 25 975
k2 2,45 50 950
k3 4,90 100 900
k4 9,80 200 800
k5 19,60 500 500
k6 49,00 250 750
k7 98,00 500 500
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4 Eredmények ¢€s ertekelesiik

A patulin kromatografias meghatdrozdsara QUEChERS mintael6készitéssel és HPLC-
MS/MS meghatarozéssal eldzetesen mar torténtek probalkozasok a diplomamunkam
készitésének helyszinélil szolgdld laborban is, melynek alapja egy, a United Chemical
Technologies altal megirt modszer (United Chemical Technologies, 2023). A leirdsban egy
almaalapt bébiételt készitenek eld6 QuUEChERS-szel, majd a mintat egy 40 °C-ra melegitett
UCT Selectra DA, 50 x 2.1 mm, 1.8 um kolonnén valasztjak el 400 ul/perces dramléssal egy
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC-n, és egy Thermo Scientific TSQ Vantage
MS/MS tomegspektrométerrel analizaljak. Az ,,A” eluens viz, a,,B” eluens metanol, a gradiens
pedig a kovetkezdképpen alakul: 0 perc: 5% B, 0-2 perc: 95% B, 2-3,5 perc: 95% B, 3,5-3,6
perc: 5% B, 3,6-6 perc: 5% B, az injektalt térfogat pedig 5 pl. A tdmegspektrométerben az ionok
ESI-vel (Electrospray ionization) képzddnek, és negativ ion mdédban miikodtetik. A patulin
méréséhez valasztott m/z értékek a kovetkezok: a prekurzor ioné 153,0, a termékionoké 109,0
¢s 81,0 Da mely ionok retencids ideje 2,32 perc. A modszer sordn a 10 pg/kg szinten spike-olt
mintak visszanyerése 99,2-106,1% kozotti, szorasa 2,35%, mig az 50 pg/kg szinten adalékolt
mintak visszanyerése 83,4-90,1% kozott alakult 0,30 % szorassal.

A sajat munkamnal tehat ebbol a modszerbdl indultam ki, melyet késébb a tapasztalatok
¢és az irodalmi forrasok alapjdn modositottam. Egyrészt létrehoztam egy injektorprogramot,
mellyel képesek vagyunk ugy beinjektalni 15 pl-t a mintabol, hogy a 100% szerves oldoszerben
1év6 analit megfelelden elualodjon, masrészt a gradienst a kovetkezOképpen modositottam: 0
perc: 30% B, 0-1 perc: 30% B, 1-8 perc: 95% B, 8-8,1 perc: 95%, illetve beiktattam plusz 4
perc oszlopmosast az elsé 0Osszetétellel. A modszerben leirt MS bedllitdsokkal tortént
prébalkozasok soran azt figyeltilk meg, hogy a mérésiink érzékenysége nem megfeleld, ezért
igyekeztilk a mi miiszeriinkre optimalizalni a mérési beallitdsokat. Az Agilent MassHunter
Acquisition Method Editor szoftverben a QQQ beallitdsok alatt az MS2 Scan opcioval
lehetdség van arra, hogy a program kivalassza nekiink a legmegfelelobb termékiont. Meg kell
adnunk egy fix prekurzor iont, melyet a Q1 atenged, és azt az m/z tartomanyt, amelyben
szeretnénk, hogy a Q3 pasztazzon. A végén egy termékion spektrumot fogunk kapni, amely
kvalitativ azonositasra szolgal, vagyis megmutatja, hogy mely fragmentumok a
legintenzivebbek, melyeket késobb MRM atmenetként hasznalhatunk. Ha mar tudjuk, mely
fragmensionok lehetnek fontosak, az MS2 SIN (Selected lon Monitoring) modszer segit

optimalizalni az atmenetek kivalasztdsat gy, hogy egyszerre tobb, kisebb termékion
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tomegtartomanyt monitorozhatunk vele. Gyorsabb és érzékenyebb, mint az MS2 Scan. A végso,

optimalizalt értékek az 5. tablazatban talalhatoak.

5. tablazat: A tomegspektrométer optimalizalt beallitasai

Prekurzor ion tomege 152,9 Da
Termék ionok tomegei 108,7; 80,7; 52,7 Da
Ion forrés ESI
Polaritas Negativ
Utkozési energia 1;3;8V
Dwell 150 ms
Gaz homérséklete 300 °C
Gaz sebessége 8 1/min
Nebulizer 35 psi
Kapillaris fesziiltség 5500 V
deltaEMV (-) 1100 V

4.1 Megfelelo eluens-0sszetétel €s kolonna kivalasztasa

Az UTC modszerben leirt kromatografias oszlophoz hasonl6 polaritast kolonna keriilt
beszerzésre, név szerint egy Avantor ACE Excel fenilezett C18-as (150 x 4,6 mm). A
kolonnaban a szilika alapvazhoz fenilgytiriik kapcsolédnak, melyeknek kdszonhetden n-m €s
dip6l-dipol kolesonhatasok is részt vesznek a retencioban, hiszen a patulin a poldris lakton
gyurije ¢s kettds kotései miatt képes ezek kialakitasara. Ezen kiviil egy masik, egy HALO 90
A AQ-C18 150 x 4,6 mm-es kolonnan is torténtek tesztmérések, mely a gyartd szerint a
hagyomanyos C18 kolonnajukhoz képest novelt polaritassal rendelkezik és alkalmas 100%
vizes mobil fazisok esetén, mely tulajdonsdg hasznos volt a megfeleld gradiens
kikisérletezésében. A tesztekhez kalibracios pontokat készitettem eld, egyrészt, hogy lassam a
kisebb koncentracidkhoz tartozd6 kromatogramokat, madasrészt ezek esetében még nem
beszélhetliink matrixhatasrol, ezért az optimalizalast célszerlibb ezekkel végezni. A
tesztmérések sordn azt tapasztaltam, hogy az modszerben leirt eluensekkel és az Avantor ACE
kolonnaval mért kalibracids pont esetében a csucsteriilet kicsi, az alapvonal pedig ,,dombos”.
Felmeriilt az az ok, hogy szennyezddés keriilhetett a mérésbe vagy a késziilékbol, vagy a
kolonnardl egy elézé mérés alkalmaval. A mérést megismételtem egy masik miiszeren is, €s

ebben az esetben is ugyanazt tapasztaltam. A kolonna szennyezettségének kikiiszobolésére

24



tiszta acetonitrillel, ezt kdvetden acetonitril:viz 1:1 aranyu eleggyel mostam az oszlopot 1-1
oran keresztiil, majd inditottam egy tesztmérést, ennek kromatogramjai az 1. 4bran lathatok egy

98 ng/ml-es kalibracids pont esetében.
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1. abra: A 98 ng/ml-es patulin kalibracids pont kromatogramjai egymasra vetitve,

oszlopmosas eldtt (kék, alsd) és utan (lila, felsd) mérve

Mivel a kolonna mosdsa nem hozta meg a remélt eredményt, 1j eluens-6sszetételekkel kezdtem
el kisérletezni. A legtobb szakirodalomban ecetsavval elegyitik az egyik, vagy mindkét mozgo
fazist, foként ultratiszta (Type 1.) vizet €s acetonitrilt. Emellett az 0j kisérletekbe bevontam egy
masik, Halo tipusi C-18-as kolonnat is. A méréseket egy 98 ng/ml-es kalibracidés ponton

teszteltem. Az eredményeket a kovetkezo tablazat foglalja 6ssze (6. tablazat).

6. tablazat: Az eluens-Osszetételekkel és kolonnakkal vald tesztmérések eredményei egy 98

ng/ml-es patulin kalibracios ponton

Eluensek AT 25 Halo kolonna
kolonna
Konc. . Konc. .
,,A” eluens ,,B” eluens Tertlet Tertlet
[neg/ke] [ng/kg]
1. Osszetétel Type L. viz ACN 0 0 0 0
1)
2. osszetétel | 017 ece‘t,séw Typel. ACN 1.62 | 6963 | 473 | 41614
1) 0
3. ssszetétel | 0170 ecetsav/Type . 0,1% 626 | 58570 | 5.09 | 45569
viz ecetsav/ACN
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A mérésekbdl megallapithatd, hogy tiszta viz €s acetonitril esetében a patulin nem eludlodik
megfelelden. Ecetsav hozzdadasdval azonban mar igen, s6t, a csucsteriiletek nagysagat is
noveli, kiilonosen, ha mindkét eluensben jelen van, vagyis stabil a koncentracidja a
gradiensben. A kiilonb6z0 eluens-0sszetételek hatasa az Avantor Ace kolonnan tortént mérések
esetén figyelhetd meg a legjobban, hiszen a 2. és 3. dsszetétellel mért kalibracios pont teriilete
kozott majdnem egy nagysagrendnyi eltérés van. Az 0j eluens-Osszetételeknek kovetkeztében
nem csak a csucsteriiletek javultak, de az alapvonal is egyenletesebb lett, mely a 2. abran is jol
lathato. A javul6 cstcsterliletek magyarazata lehet, hogy a gyengén savas kozeg javitja az ESI-
soran keletkezd cseppek vezetdképességét, ami finomabb, stabilabb permetet eredményezett,
ezen kiviil az ecetsav anionja segiti a minta deprotondlodasat (Hua & Jenke, 2012). A kolonnak
Osszehasonlitdsanal pedig az allapithatdé meg, hogy a 2. eluens-0sszetétel esetében a Halo
oszlopon nagyobb teriiletii csucsok jonnek létre, mint az Avantor ACE-en, mig a 3. §sszetételnél
ez megfordul, bar a kiilonbség ebben az esetben nem jelentds. Mivel a validdldshoz a 3.
Osszetételt szerettem volna hasznalni, a mérések alapjan (a csticsalakokat is figyelembe véve)
mindkét kolonna megfeleldnek bizonyult, végiil az élettartamukat tekintve a Halo kolonnara

esett a valasztas.
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2. abra: Egy 98 ng/ml-es patulin kalibracids pont kiilonb6z6 eluensekkel mért
kromatogramjainak dsszehasonlitidsa. Az a) aldbran a mozg6 fazis viz és acetonitril, az
MRM-eket a kovetkezd szinek jelzik: sarga a 109,0 Da (teriilete 6442), a kék a 80,9 Da, a
z6ld az 53,0 Da. A b) alabran a mozg¢ fazisok 0,1% ecetsavas viz és acetonitril MRM-eket a
kovetkezd szinek jelzik: piros a 109,0 Da (teriilete 36735), a lila a 80,9 Da, a kék az 53,0 Da.
Mindkét mérés az Avantor ACE kolonnén tortént.
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Annak érdekében, hogy megbizhatoan mérhessiik azokat a kisebb koncentraciokat is, amelyek
a kalibracioban szerepelnek, sziikség van arra, hogy a csucsteriileteket megndveljiik, amihez az
injektalasi térfogatot 5-rél 15 pl-re noveltem. Ehhez Osszeallitottam egy injektorprogramot,
mely sordn a mintabol vald injektalasok kozott vizet injektdlunk a mintdkhoz a
kovetkezOképpen: 5 pul viz, 3 pl minta, timosas, 5 pl viz, 5 pl minta, timosés, 5 pl viz, 5 pl
minta, tlimosas, 5 pl viz, 2 pl minta, timosas. A gradiens ennél a modszernél 0 perc: 30% B
eluens, 0-1 perc: 30% B eluens, 1-8 perc: 95% B eluens, 8-8,1 perc: 95% B eluens. A kdvetkezo
tablazat a 15 pl minta injektalasdnak eredményeit foglalja 6ssze injektorprogrammal és anélkiil

(7. tablazat).

7. tablazat: 15 pl minta eredményeinek dsszehasonlitasa injektorprogrammal

¢és anélkiil, kiilonb6z6 kolonnakon

Injektalas modja Avantor Ace kolonna Halo kolonna

(15 pl minta) Konc. [png/kg] | Teriilet | Konc. [ng/kg] | Tertilet
Injektorprogram nélkiil 5,66 51882 5,19 46731
Injektorprogrammal 140,83 | 1556884 153,17 1694295

Az adatokbol megallapithatd, hogy az injektorprogram javitott a csticsteriilet nagysagan. Ennek
oka, hogy a patulin oldat tul erés olddszerben, tiszta acetonitrilben van, ezért nincs visszatartasa
a patulinnak a kolonna elején, inkébb ,,elmosodik™ rajta, és igy kisebb cstcsot ad. A kolonnakat
Osszehasonlitva pedig injektorprogramot hasznidlva a Halo kolonna jobban szerepelt.
Osszességében tehat a validalashoz a Halo kolonnara, valamint az injektorprogramra esett a
valasztas a fent emlitett gradiens eliicidval, valamint 0,1% ecetsavas viz és 0,1% ecetsavas

acetonitril mobil fazisokkal.
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4.1 Tesztmérés mintamatrixokkal

A kovetkezo 1épésként az elobbiekben felsorolt mintamatrixokat készitettem el6 QuEChERS
modszerrel. A mérést soran igyekeztem ,.tisztasag” alapjan feldllitani a szekvenciat, hogy az
Osszetettebb matrixok ne szennyezzék el a mérés elejét (mérési sorrend: almalé, bébiétel,
paradicsompiiré, szaritott alma, almas pite, gesztenyepiiré). A kiértékelés soran beirtam a pontos
beméréseket €s az extrahaloszer térfogatat, majd kiintegraltam a mintdkhoz tartozo csucsokat.
A szoftver a kalibracids pontokhoz bedllitott koncentracidkhoz rendeli azok csucsteriileteit,
melyekbdl egy egyenest allit, és ez alapjan szamolja ki a mintdkhoz tartozé csucsteriiletek
alapjan azok koncentracioit. Ezen tGl az aldbbi képlet segitségével szamitja a patulin

crer

CO * D * extr

Cm

m
ahol:
Cm a patulin koncentracidja a mintaban [pg/kg]
Co a patulin koncentracidja a mintaoldatban [ng/ml]
D higitas
Vextr extrahaldszer mennyisége [ml]
m a bemért minta tomege [g]

A mintak nagy része nem tartalmazott eredendden patulint, kivéve a szaritott almat. A mérési
eredményeket a 8. tablazat foglalja magaban. Az eredményekbdl visszanyerést szamoltam,
mely azt mutatja meg, hogy az addicionalt mintdban a mért koncentraci6 hany szazalé¢ka a
névlegesen hozzaadott analit koncentracionak. A visszanyerés szamtasahoz hasznalt képlet az

alabbi:

n= (—Csp _ C’”) %100

Celm
ahol:
n visszanyer¢s [%]
Csp az addicionalt minta mért koncentracidja [pg/kg]
Cm a minta mért koncentracidja [pg/kg]
Celm a mintadhoz névlegesen hozzdadott analit mennyisége [nug/kg]

A 8. tablazat adatai alapjan megallapithato, hogy legjobb visszanyerése a megkozelitdleg 5
ng/kg szinten adalékolt gesztenyepiiré mintanak, a legalacsonyabb pedig a megkozelitéleg 10
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ng/kg-ra spike-olt paradicsompiiré¢ lett. Befolyasolhatta az eredményt a paradicsompiiré
esetében, hogy jott szennyezd csucs a patulin csucsaval atfedésben, illetve a szaritott alma

esetében az, hogy alapvetden is tartalmazott patulint.

8. tablazat: A matrix tesztmérések soran kapott teriiletek, koncentraciok és

visszanyerések
Névleges Végso
Minta spike szint | Teriilet | koncentraci6 | Visszanyerés

[ng/ke] [ng/ke]
almalé - 0 0 -
almalé (spl) 5 33291 3,97 82%
almalé (sp2) 50 345681 31,66 65%
gesztenyeplire - 0 0 -
gesztenyepiiré (spl) |5 15180 4,68 96%
gesztenyepiiré (sp2) |50 162364 31,1 64%
szaritott alma - 22319 12,03 -
szaritott alma (sp) |10 35762 16,8 49%
paradicsompiiré - 0 0 -
paradicsompiiré (sp) | 10 33041 3,96 40%
bébiétel - 0 0 -
bébiétel (sp) 10 41954 4,73 49%
almas pite - 0 0 -
almas pite (sp) 10 26073 6,57 68%

4.2 Validalas
4.2.1 Specifikussag

A validalas egyik fontos paramétere a specifikussag ellendrzése, ennek egy modja melyhez
modszervakot készitettem eld, vagyis egy olyan mintat, mely nem tartalmaz mérendd anyagot,
de a mintael6készitési folyamaton ugyanugy végigmegy, mint az éles mintdk. Cél, hogy
bebizonyitsuk, az eszkdzeink, vegyszereink nem tartalmaznak olyan szennyezést, amely a
mintak kiértékelését zavarja. Egy modszervak és egy LOQ szinten adalékolt minta
kromatogramjat hasonlitottam 0ssze, mely alapjan igazolhatd, hogy a mintael6készités soran

nem keriil szennyezd a mérésbe (3. abra).

30



a) %102 |-ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@™ [~ > ) mv_5.d

b) x104 |-ESI TIC MRM Frag=80.0vV CID@™ (™ ->~) QL_5.d

01 N | . o e T T e

\ N e
N —_

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 55 58 6 62 G4 66 68 7 72 74 76 78 &
Counts vs. Acquisition Time (min)

3. abra: Az a) alabran egy modszervak, a b) alabran egy patulin standard oldattal,

LOQ (5 ng/kg) szinten adalékolt almalé minta kromatogramja lathato.

4.2.2 Alsé méréshatar, jel/zaj arany meghatarozasa

A tervezett alsé méréshatar 5 pg/kg. Cél annak igazoldsa, hogy az alsé méréshataron adalékolt
minta cstcsa kelléen kiemelkedik a zajbol, vagyis a cslicsmagassag és a zajszint ardnya
nagyobb, mint 10. A MassHunter szoftver automatikusan kiszamolja az egyes
kromatogramokhoz tartozo jel/zaj aranyokat, ezeket az alabbi, 9. tablazat foglalja 6ssze az 6t
parhuzamos LOQ szinten adalékolt minta esetében. Mivel a jel/zaj aranyok minden esetben

meghaladjak a 10-es értéket, biztosan allithatjuk, hogy az als6 méréshatar megfeleléen mérheto.

9. tablazat: Az LOQ szinten adalékolt

mintdkhoz tartoz6 jel/zaj aranyok

Minta Jel/Zaj
QL 1 25,08
QL 2 20,28
QL 3 23,11
QL 4 18,76
QL 5 22,55
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4.2.3 Linearitas
Cél annak igazolasa, hogy a kalibracidos pontok teriiletei és koncentracidi kozott linearis
kapcsolat all fenn az adott koncentracidtartomanyon beliil (ez esetben 1,23 — 98,0 ng/ml). A
linearitas egyik kritériuma, hogy az egyenes determinécios egyiitthatoja (R?) 0,99 feletti. A
MassHunter szoftver altal 1étrehozott, azonos stulyll pontokra illesztett kalibracios egyenes a 4.
abran lathatd. Mivel a kapott R? érték 0,9947, ezen kritérium szempontjabol linearisnak
tekinthetd az Osszefliggés a kalibracids pontokhoz tartozo csucsteriiletek és a koncentraciok
kozott.
Kalibracids egyenes egyenlete: y =25646,0984 * x —28644,1401
Determindcids egyiitthato (R?):  0,9947

9 4106 | v =25646,098436 " x - 28644,140112
£ R2=032475101
Type:Linear, Origin:Include, Weight Nane

T | T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | T
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0 65 70 75 20 a5 90 95 100 105
Cancentration (ng/ml)

4. abra: A patulin kalibracios pontok csucsteriiletei (y-tengely, abran: responses) €s a
hozzéjuk tartozo koncentraciok (x-tengely, concentration (ng/ml)) abrazoléasa, valamint a

rajuk illesztett kalibracios egyenes.
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A 10. tablazat a standard oldat koncentracidja alapjan szamolt kalibraciés pontok

crer

értékekkel. A két koncentracid kozotti eltérést az 5. abra, a szamolt koncentracidhoz

viszonyitott eltérést, azaz relativ hibat a 6. dbra szemlélteti. Az els6 €s a masodik kalibracios

pont relativ hibaja nem felel meg a DG SANTE-féle validacios kritériumoknak, mivel minden

pont esetében max. 20% relativ hiba engedheté meg ezen tipust linearitasi vizsgalat esetében.

10. tablazat: A patulin kalibracios pontok szamolt és

becsiilt értékei, a kozottiik 1évo eltérés és relativ hiba

6,00

4,00

2,00

0,00

-2,00

Eltérés [ng/m]

-4,00

-6,00

-8,00

5. abra: A patulin kalibracids pontok szdmolt koncentracioi és az illesztett egyenessel

. Szamolt | Becsillt Eltérés | Relativ
Szint konc. konc. [ng/ml] | hiba [%]
[ng/ml] [ng/ml] & °
ki 1,23 2,78 1,55 125,66
k2 2,45 3,45 1,00 40,66
k3 4,9 4,94 0,04 0,84
k4 9,8 8,25 -1,55 -15,78
k5 19,6 19,56 -0,04 -0,19
k6 49,0 41,99 -7,01 -14,30
k7 98,0 101,62 3,62 3,69
Eltérés
°
%
° °
0 o 20 40 60 80 100
°

Szamolt konc. [ng/m]

becsiilt értékek kozotti eltérés
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Relativ hiba

140,00
120,00
100,00
80,00

60,00

40,00 @

Relativ hiba [%]

20,00

0,00 @ ° ®
20000 ® 20 40 e 60 80 100 120

-40,00
Szamolt konc. [ng/ml]
6. abra: A patulin kalibracios pontok esetében a szdmolt koncentraciok és a

koncentracidhoz viszonyitott eltérés, vagyis a relativ hiba

Az els6 diagramrdl leolvashato, hogy a legnagyobb eltérés a szamolt és becsiilt koncentraciok
kozott a 6. és 7. kalibracios pont esetében van. A masodik diagramon viszont az lathato, hogy
az eltérések a koncentraciokhoz viszonyitva inkédbb az alacsonyabb szintek esetében jelentds.
A hibdk elkeriilésére javasolt a térfogatok bemérésénél Hamilton fecskendd hasznalata
automata pipetta helyett, hiszen utobbi vizes oldatokra van kalibralva, valamint az acetonitril
alacsony feliileti fesziiltségiik miatt hajlamosak a pipettahegybdl kicsopogni, igy nagy eséllyel

nem a pontos térfogat fog a standard oldatbdl a kalibralé oldatba kertilni.
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4.2.4 Visszanyerés

Az analittdl mentes almalé mintakat két szinten adalékoltam, a tervezett als6 méréshatiron
(LOQ) ¢és annak négyszeresén, 5-5 parhuzamosban. C¢l, hogy az elméleti koncentraciokat
Osszehasonlitsuk a mért koncentraciokkal, és megallapitsuk, hogy az analitikai mérésiink a
hozzédadott analit mennyiséget milyen mértékben tudja visszamérni. A szdmitashoz hasznalt
képlet a 4.1-es fejezetben talalhatd. Az eredményeket a 11. tadblazat foglalja magaban. A
401/2006/EK rendelet szerint a 20 pg/kg koncentracio alatt az elfogadott visszanyerés 50-
120%, mely kritériumnak megfelelnek a kapott értékek.

11. tablazat: A névlegesen 5 ¢s 20 pg/kg szinten, 196 ng/ml-es patulin oldattal adalékolt

parhuzamos mintak szamolt és mért koncentracioi, valamint a visszanyeréseik

. Névleges sp. Szamolt sp. Meért . .
Minta IEremmisic szint szint koncentracio Vs ity
[g] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [%]
QL 1 10,00 5 4,90 5,52 112,75
QL 2 10,07 5 4,87 5,33 109,63
QL 3 10,00 5 4,90 5,47 111,69
QL 4 10,05 5 4,88 5,36 109,92
QL 5 10,05 5 4,88 5,50 112,75
4xQL 1 10,05 20 19,50 13,73 70,39
4xQL 2 10,06 20 19,48 13,65 70,04
4xQL 3 10,00 20 19,60 13,75 70,17
4xQL 4 10,00 20 19,60 13,85 70,66
4xQL 5 10,03 20 19,54 13,97 71,50
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4.2.5 Ismételhetoség
A fent leirtak szerint eldkészitett almalé mintdk eredményeibdl a teljes analitikai folyamat
(elokészités és miiszeres mérés) ismételhetdsége is megallapithatd. A mért koncentraciokbol

eldszor atlagot szamolunk az aldbbi képlet segitségével:

i=1
ahol:
X¢ A mintdk mért koncentracioinak atlaga [ug/kg]
n A mérések szama [db]
Ci Az egyes mért koncentraciok [pg/kg]

A kapott atlageredmény segitségével szorast szamolunk az alabbi képlettel:

jz;;n(ci — )2
Se =

n—1
ahol
Sc A mért koncentraciok szorasa [ug/kg]
Ci Az egyes mért koncentraciok [pg/kg]
X; A mintdk mért koncentracioinak atlaga [ug/kg]
n A mérések szama [db]

A mért koncentraciok atlagdbol és szordsadbol relativ szorast szdmolunk, melybdl

kovetkeztethetlink az ismételhetdségre. A kapott eredményeket a 12. tablazat tartalmazza.

S,
RSD,% = x—c ¥ 100

Cc

ahol:
RSD: Az ismételhetdség relativ szordsa [%]
Sc A mért koncentraciok szorasa [ug/kg]
Xc A mért koncentraciok atlaga [ug/kg]
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12. tablazat: A névlegesen 5 és 20 pg/kg szinten, 196 ng/ml-es
patulin oldattal adalékolt parhuzamos mintak mért koncentracioi,

azok atlaga, szorasa ¢és relativ szordsa

. Meért konc. . Meért konc.
Minta [ng/kg] Minta [ng/kg]
QL 1 5,52 4xQL 1 13,73
QL 2 5,33 4xQL 2 13,65
QL 3 5,47 4xQL 3 13,75
QL 4 536  |4xQL 4 13,85
QL 5 550  |4xQL 5 13,97
Atlag [pg/kg] 5,44 Atlag [pg/kg] 13,79
Szoras [pg/kg] 0,09 Szoras [pg/kg] 0,12
Relativ szoras [%] 1,57 Relativ szoras [%] 0,89

Az Europai Unié 401/2006/EK rendelete szerint patulin esetében 20 pg/kg alatti szinten az

elvart relativ szords (RSD;) < 30%, mely kritériumnak megfeleltek a szamolt adatok.
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5 Osszefoglalas

Célunk egy olyan patulin kvantitativ mérésére alkalmas modszer fejlesztése és validalasa,
melyet Osszetettebb matrixok mérése esetén tudunk alkalmazni megerdsitésre, vagy akar a
jelenlegi modszer kivaltasara. A jelenlegi modszeriinkben etil-acetat alapu eleggyel torténik az
extrakcio, melyet kis6zas, SPE oszlopozas €s beparlas, majd visszaoldas kovet. A QuEChERS
mintael6készités soran acetonitrillel extrahalunk, MgSO4-tal és NaCl-dal viztelenitiink, majd
az extraktumbol 1 ml-t dSPE csdben tisztitunk 150 mg MgSO4, 50 mg PSA, 50 mg C18 és 7,5
mg GCB-vel. A QUEChERS eldkészités elénye, hogy kevésbé koriilményes, kevesebb eszkozt
igényel, egyszeriibb és gyorsabb.

Munkédm soran a United Chemical Technologies Determination of Patulin in Processed
Foods Using QUEChERS Extraction and UHPLC-MS/MS Analysis modszerével kezdtem el
dolgozni, majd a tovabbiakban szakirodalmakbdl gytijtott informaciok alapjan folyamatosan
optimalizaltam a mérést. A legjobb eredményeket végiil a kovetkezé mddositasokkal értem el;
0,1% ecetsavval elegyitett acetonitrilt alkalmaztam az extrakcidhoz a mintaeldkészitésben, a
mérést pedig 0,1% ecetsavas MilliQ viz és 0,1% ecetsavas acetonitril eluensekkel, HALO 90
A AQ-C18 150 x 4,6 mm-es kolonnaval végeztem egy Aglient 1200 HPLC-hez kapcsolt 6410-
es harmas kvadrupol tomegspektrométerrel.

Kiilonboz0, az elmult években eléforduld, patulin vizsgalatra bekiildott élelmiszertipusokon
teszteltem eldszor a mérést, melyek a kovetkezdk voltak; sziirt almalé, almaalapi bébiétel,
paradicsompiiré, szaritott alma, gesztenyepiiré, almas pite. A mintaelokészités soran egy minta
¢s addicionalt minta késziilt, az almaléhez €s gesztenyepiiréhez kétszintii, a tobbihez egyszintli
spike-ot készitettem. A biztatd eredmények utan elkészitettem a validdlashoz a mérést; ot
moédszervakot, 6t LOQ szinten (5 pug/kg) addicionalt és 6t, az LOQ szint négyszeresén (20
ng/kg) addicionalt mintat az almalébdl. Az eredményeket az Eurdpai Unio 401/2006/EK
rendeletében leirt kovetelményekkel hasonlitottam Gssze, mely sordn a specifikussag, also
méréshatar (jel/zaj arany), linearitas és ismételhetdség igazolasa tortént meg. A mddszer tehat
alkalmas zoldség- és gyiimdlcstermékek patulin tartalmdnak meghatarozasara QuEChERS

mintaelOkészitési és HPLC-MS/MS mérési modszerrel.
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QuEChERS Extraction and UHPLC-MS/MS Analysis, 2023,
https://www.unitedchem.com/wp-
content/uploads/2016/05/Patulin_In_Processed Foods Application Note 2023-1.pdf
(letoltés: 2025.10.26.)

Eurofins Food & Feed Testing Budapest Kft., LME-17-12 Mindségiranyitasi eljaras,

Meérési Bizonytalansag becslése, 2023
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MATE Szervezeti és Miikodési Szabalyzat

11l. Hallgatéi Kovetelményrendszer

11I.1. Tanulmanyi és Vizsgaszabalyzat

6.13. sz. fliggeléke: A MATE egységes szakdolgozat /

diplomadolgozat / ziarédolgozat / portfolié készitési itmutatéja

4.2. sz. melléklete: Nyilatkozat a zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié nyilvanos

hozzaférésérdl és eredetiségérdl (modositva: 2025. oktéber 16.)
NYILATKOZAT
a diplomadolgozat nyilvanos hozzaférésérdl és
eredetiségérdl
A hallgaté neve: Pali Petra
A Hallgatoé Neptun kodja: HREXS3
A dolgozat cime: Mintael6készitési modszer validalasa patulin vizsgalatahoz,

kiilonbozé élelmiszermintakbdl, folyadékkromatografias,

tandem témegspektrometrias méréshez

A megjelenés éve: 2025.
A konzulens intézetének neve: Elelmiszertudomanyi és Technoldgiai Intézet
A konzulens tanszékének a neve: Elelmiszerkémia és Analitika Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegli, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkajabal vettem at, egyértelmiien megjeldltem,
és az irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovabba kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése soran
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkozok (pl. szoveggenerdlds, nyelvi javitds, forditds,
adatelemzés) hasznalata nem helyettesitette a sajat kutatasi és alkotdi munkamat, azok alkalmazasat
a forrasok kozott vagy a modszertani részben feltiintettem, és a szakmai-etikai elvarasoknak
megfeleléen jartam el.
Ha a fenti nyilatkozattal valdtlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag a
zarovizsgabdl kizar és a zardvizsgat csak (j dolgozat készitése utan tehetek.
A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését €s nyomtatdsat
engedélyezem.
Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas felhasznalasara,
hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.
Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keril a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem kdnyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kovetden

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatol szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és keresheté lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.

/o@ @m

Hallgato dirdsa

Kelt: Budapest, 2025. 11. 03.




NYILATKOZAT

Pali Petra (hallgaté Neptun azonositéja: HREXS3) konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt kezelésének
kévetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam. ‘

A diplomadolgozatot a zardvizsgan térténé védésre javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Budapest, 2025. 11. 03.

Dr. Abranko Laszld
bels6 konzulens

1 A megfelel§ aldhdizandd.
2 A megfelel§ aldhdzando.



Hallgaték, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (Ml)
alkalmazasarol

1. Altaldnos adatok

Hallgaté neve: Pali Petra

Neptun-kédja: HREXS3

[0 BSc/BA MSc/MA [ Doktori (PhD)

Képzési szint (a megfelel6t jeldlje X-szel): ;
BREsyalyss .

Tantargy neve/kédja*:

Mintael6készitési modszer validalasa patulin
vizsgalatahoz, kiilonb6z6

A munka cime: élelmiszermintakbal,
folyadékkromatografids, tandem
tomegspektrometrias méréshez

* doktori értekezés esetén nem kitdltendd

2. Nyilatkozat az Ml hasznalatardl

Alulirott, etikai felel6sségem teljes tudatdban az aldbbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjiik, vdlasszon egyet az aldbbi lehetdségek kéziil!)
[0 A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligehcia rendszert vagy szolgdltatast.
(Amennyiben ezt jelélte, a tovabbi tablazatok kitoltése nem sziikséges.)
B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Kérjiik, toltse ki a vonatkozo tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznalatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértékii felhasznalas (pl. forditds, nyelvi korrekttra,
otletelés stb.)

(Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhasznalas célja Alkalmazott Ml-eszk6z neve | Erintett rész (ha nem a
és verzidja szoveg egészére vonatkozik)
Forditas, otletelés Chat GPT 5 Irodalmi rész

Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzdjarulas (pl. egy teljes dbra vagy egy hosszabb
szovegrész generalasa)

(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgu promptok és az Ml dltal adott nyers
vdlaszok dokumentdldsa és a munka mellékletében valo csatoldsa sziikséges.)



Alkalm - A t-naplot
2imazott s Az érintett fejezet / B nsneno

s eszkoz neve, | , R tartalmazoé melléklet
A felhasznalas célja AF abra / tablazat ; B
verzidja, E bejegyzésének
i e pontos sorszama £
elérhetdsége sorszama

3/A. Oktato altal elGirt kiegészit6 szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantdrgy oktatdja vagy témavezetSje az Mi-eszkdzék haszndlatara
vonatkozoan kiilon szabalyokat vagy elvarasokat hatarozott meg, kérjik, az alabbi mez6ben
foglalja 6ssze ezeket:

Pl. az Ml haszndlatdnak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltérd hivatkozdsi elvardsok; dokumentdcids forma stb.

Oktaté vagy témavezet6 altal elGirt szabalyok:

4. Minden hallgatéra vonatkozoé nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI altal esetlegesen generalt tartalmakat minden esetben kritikailag
feltilvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytallosagaért teljes korl felelGsséget vallalok.
Tudomasul veszem, hogy a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem a benydjtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellenérizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valdtlan vagy hianyos.

Kelt: Budapest, 2025. 11. 04.

allgato alairasa Dr. Abranké Laszl6

Belsé konzulens



